

































































































 S. cerevisiae BY4742遺伝子破壊株ライブラリー由来の単一遺伝子破壊株を親株として、
遺伝子破壊を行った。この際、Takahashi-Andoらが見出したトリコテセン耐性遺伝子を破
壊している株を親株に用いた。PDR5 および ERG6 の遺伝子破壊は、PDR5 はロイシン生


















工的に DON で小麦粉を 1.0 




















れるかを確かめた。その結果、人工的に日本の暫定基準値である DON 1.1 ppmに汚染した
小麦穀粒や、アメリカ合衆国の基準値である 1.0 ppm に汚染した小麦粉において、非常に




Fig. 1. S. cerevisiae BY4742 rpb4Δpdr5Δerg6Δ株と
その関連株の T-2トキシンによる生育阻害 
菌体は S. cerevisiae BY4742のWT、pdr5、erg6、rpb4、
rpb4pdr5、pdr5erg6、rpb4erg6、rpb4pdr5erg6株











 S. cerevisiae BY4742 株を親株とする遺伝子破壊株ライブラリーの単一遺伝子破壊株の
PDR5 および ERG6 遺伝子を破棄して三重遺伝子破壊株を作製した。作製した三重遺伝子
破壊株の中で、最も実用性が高かったのは rpb4Δpdr5Δerg6Δ 株であった。この株の IC50
値は DONで 1.5 g/mLであった。 
また、ディスク阻害法を用いたトリコテセン汚染サンプルの簡易スクリーニング系の構
築を行った。rpb4Δpdr5Δerg6Δ株では、DON 1 g/diskから阻止円を確認できた。また、
人工的に日本の暫定基準値である DON 1.1 ppmに汚染した小麦穀粒や、アメリカ合衆国の







































ル基供与体としてアセチル CoAを添加した。分析は HPLCにて行った。 
＜結果および考察＞ 
土壌より単離した 434菌株中、6 菌株が 3,15-diANIVの C-4 位をアセチル化した。この
中で、in vivo アッセイにて最も活性を強く示したのは 3010 株であった。この 3010 株の
16S rRNA遺伝子配列を解析したところ、Pseudomonas vancouverensisと 99.8%の相同性
を示した。そのため、この 3010株は Pseudomonas 属であることが明らかとなった。 
3010 株から粗酵素を調製して詳細な分析を行った結果、この粗酵素の至適 pH は 6.4 付
近であった(Fig. 3)。また、この粗酵素の至適温度は 40℃付近であった(Fig. 4)。しかしなが
ら、この粗酵素は 40℃では安定性が低く、1 日でその活性が 65%ほど低下し、5 日間でほ
ぼ失活してしまった(Fig. 5)。対して 30℃では、1日ではその活性が 27%ほど低下したもの
の、5 日経っても約 50%の活性を保持しており、比較的安定であった。この粗酵素の
3,15-diANIVに対する Kmは 107 Mであった。 















株中 6菌株が 3,15-diANIVの C-4位をアセチル化した。最も in vivo アッセイにて活性を
強く示した 3010株は、Pseudomonas属であった。この 3010株の粗酵素の至適 pHは 6.4
付近であり、至適温度は 40℃付近であった。この粗酵素の 3,15-diANIVに対する Kmは 107 




























Fig. 3. 3010株の C-4位アセチル化酵素の至適
pH 
3010株から調製した粗酵素の至適 pHを調べた。pH
は酢酸 bufferで 4.4～6.2、MES bufferで 5.0～6.8、リ




















3010 株の粗酵素を用いて C-4 位アセチル化酵素の


















Fig. 5. 3010株 C-4位アセチル化酵素の熱安定性 









第 4章 トリコテセン C-4位アセチル化酵素 TRI7の性状解析 
＜序論＞ 
第 4 章では、第 3 章と同様にトリコテセンの C-4 位アセチル化酵素の取得を、別のアプ
ローチから試みた。トリコテセンの生合成においてC-4位のアセチル化を行うTRI7酵素は、
これまで in vitroにおける活性の確認が行われておらず、その詳細は不明なままであった。
そこでこの章では、トリコテセン生産菌の C-4位アセチル化酵素である TRI7の in vitroで
の活性確認と性状解析を行った。 
＜方法＞ 
DON生産菌のトリコテセン生産能を失わせたF. graminearum JCM 9873 Tri5株(JCM 
Tri5株)に、FLAG-HAタグと融合させた Tri7を導入して JCM 9873 Tri5 tef FH Tri7
株(JCM Tri5 tef FH Tri7株)を作製した。この JCM 9873株は Tri7と C-4位水酸化酵素
Tri13 が欠損、あるいは偽遺伝子化しており機能しない。この遺伝子組換え株に
3,15-diANIVを添加して in vivo アッセイを行った。分析はHPLCにて行った。 






 JCM Tri5 tef FH Tri7株を摩砕して粗酵素を調製し、FLAGアフィニティーゲルと混合
して 4℃で 30分間、TRI7とゲルを結合させた。このゲルを洗浄し、競合溶出によって TRI7
を溶出して精製を行った。得られた TRI7 は SDS-PAGE で確認した。この精製した TRI7
を用いて、TRI7の至適 pHや至適温度、3,15-diANIVに対する Kmを調べた。 
＜結果および考察＞ 
まずは、JCM Tri5株と JCM Tri5 tef FH Tri7株に 3,15-diANIV を添加して in vivo
アッセイを行った。その結果、3,4,15-triANIV は検出されなかったものの、その C-3 位脱
アセチル化体である 4,15-ジアセチルニバレノール(4,15-diANIV)が検出された。これは、


















変換率が 35℃よりも 30℃の方がわずかに優れていた。至適 pHは 8.0付近であった。 
以上の結果を踏まえ、実際にNIVを3,4,15-triANIVへと変換することを想定した条件で、
TRI7 の 3,15-diANIV に対する Kmを調べた。そのため、pH はトリコテセンの化学的脱ア
セチル化が起こらない pH 7.0で反応を行った。また、反応温度は 30℃で行った。その結果、
TRI7の Kmは 30.6 Mとなった。 
＜まとめ＞ 
 本章では、イムノアッセイによる NIV 検出系の構築のために、トリコテセン生合成酵素
である TRI7の in vitroでの活性確認と詳細な性状の解析を行った。 
まずは、JCM Tri5 tef FH Tri7株に 3,15-diANIVを添加して in vivo アッセイを行った
ところ、トリコテセンの C-4位アセチル化体が検出された。そこで、JCM Tri5 tef FH Tri7
株およびMAFF Tri8株から粗酵素を調製し、in vitroでの活性確認を試みたところ、粗酵
素でもトリコテセンの C-4位アセチル化体を確認することができた。 
次に、JCM Tri5 tef FH Tri7株から FLAGアフィニティーゲルを用いて TRI7の精製を
試みたところ、TRI7 の単離・精製に成功した。精製した TRI7 を用いた性状解析の結果、
至適温度は 35℃付近であり、至適 pH は 8.0 付近であることが明らかとなった。TRI7 の
3,15-diANIVに対する 30℃、pH 7.0での Kmは 30.6 Mとなった。 

















る方法が考えられる。その場合は C-3位アセチル化酵素である TRI101や C-15位アセチル
化酵素である TRI3、C-4 位アセチル化酵素を NIV に作用させればよい。TRI3 や TRI101
は異種発現による大量生産が可能である。また、C-4位アセチル化酵素は第 3章および第 4
章において、Pseudomonas sp. 3010株由来のものとトリコテセン生合成酵素である TRI7
を得ることに成功した。 
そこで、実際に第 3章や第 4章の結果を踏まえてNIVを 3,4,15-triANIVへと酵素的に変
換する系の構築を行った。 
＜方法＞ 
TRI3 と TRI101 は、それぞれの遺伝子を pColdⅢベクターに組込み、Escherichia coli 
BL21 (DE3)株を形質転換して発現させた。トリコテセン C-4 位アセチル化酵素としては、





 TRI101はNIVと 3-ANIVの両方を基質として認識し、TRI3は 3-ANIVを基質として認
識した。そこで、TRI 酵素を混合することでこの 2 つの酵素によるアセチル化は 1 段階で
行えると考えた(Fig 6, Step 1)。実際に反応を行ったところ、NIVの 66.8%を 3,15-diANIV




を行うことで、NIV の 66.6%を 3,4,15-triANIV へと変換した(Fig 6, Step 2)。この際、
TRI104などの脱アセチル化酵素の働きにより 4,15-diANIVが生じてしまった。そのため、
最後にTRI101によって4,15-diANIVを3,4,15-triANIVに再度アセチル化した(Fig 6, Step 
3)。この結果、NIVの 78.5%を 3,4,15-triANIV へと変換できる系の構築に成功した。 
＜まとめ＞ 





第 6章 総括 
本研究では、トリコテセン系マイコトキシンの新たな検出系を構築するための基盤研究
を行った。その結果、S. cerevisiae BY4742 rpb4pdr5erg6株を用いた高感度検出法の
構築に成功した。この系は、サンプルの毒性を指標とした検出系であるため、未知毒素を
含む毒素成分の総合的な毒性の検知が可能である。加えて、本研究で得られたトリコテセ
Fig. 6. TRI酵素による NIVのアセチル化の概略図 
NIVをTRI101と TRI3で 3,15-diANIVに変換するのは混合酵素
液により 1段階で可能である(Step 1)。その後、MAFF Tri8株由
来の TRI7 溶液を用いて 3,15-diANIV を 3,4,15-triANIV へと変換
する(Step 2)。しかし、TRI104などの脱アセチル化酵素によって、
3,4,15-triANIV の脱アセチル化体である 4,15-diANIV も同時に生
じてしまう。そこで、TRI101 で 4,15-diANIV を 3,4,15-triANIV
へとアセチル化する(Step 3)。 
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ン C-4位アセチル化酵素を用いることで、NIVを 3,4,15-triANIVへと変換することが可能
な系の構築にも成功した。この系を応用することで、3,4,15-triANIV の抗体を用いたイム
ノアッセイによるNIVの迅速な検出を可能とする。 
本研究の成果は、複合的なトリコテセン汚染の検知とその総合的な毒性の評価や、圃場
などでの NIV 汚染サンプルの迅速なスクリーニングを可能とする。そのため、本研究はト
リコテセンの防除に寄与し、食の安全を守ることに大きく貢献できるものである。 
